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Precede pour augmenter la teneur en cysteine, methionine et glutathion chez les 

plantes et plantes obtenues 



5 La methionine est le premier acide amine essentiel limitant chez les plantes, en 

particulier les legumineuses qui sent une des bases de I'alimentation animale. La 
cysteine, autre acide amine soufre n'est pas un acide amine essentiel, mais peut 6tre 
consideree comme un element limitant pour la nutrition animale puisque la cysteine 
derive, chez les animaux. de la methionine. Dans le mais, les acides amines soufres sent 

10 aussi des acides amines limitant apr^s la lysine et le tryptophane. En effet les prot^ines 
de reserves majoritaires des graines de ces plantes, sont pauvres en ces acides amm^s. 
La surproduction de methionine et de cysteine dans les graines des legumineuses (soja, 
luzeme, pois,...) et du mais aura done un impact considerable sur la qualite 

nutritionnelle de ces graines. 
15 Jusqu'a present, I'augmentation de la qualitd nutritionnelle des aliments denv6s 

des graines de legumineuses a ete obtenue par complementation avec de la methionine 
libre synthetisee chimiquement. Par exemple, les contenus moyens en methionine + 
cysteine du soja et du pois sont de I'ordre de 20 mg par g de proteines. Ce contenu doit 
etre augmente a une valeur de I'ordre de 25 mg cysteine + methionine/g de protemes 
20 pour couvrir les besoins alimentaires de I'homme adulte, et a une valeur de I'ordre de 48 
mg de cysteine + methionine/g de proteines pour couvrir ceux des pores (De Lumen, 
B.O., Food Technology (1997) 51, 67-70). 

Les techniques de caracterisation des proteines enrichies en acides amm6s 
soufres et la preparation de plantes transgeniques permettant I'expression de telles 
25 proteines, de maniere a augmenter la teneur en acides amines soufres de ces plantes. et 
done leur valeur nutritive pour I'alimentation animale, done a diminuer I'apport en 
methionine de synthase, sont maintenant bien comius et decrites dans la litterature([l] 
Korit, A.A. & al., Eur. J. Biochem. (1991) 195, 329-334; WO 98/20133 ; WO 
97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 94/20828 ; WO 92/14822). 
30 L'Inrichissement en proteines a fortes teneurs en acides amines soufres par une 

telle approche reste toutefois limits k la capacite des cellules vegetales et des plantes a 
produire lesdits acides amines soufres. Or, on a constate que le parametre limitant d'une 
telle approche est bien lie a cette capacite k produire de la methionine. II est done 
important de pouvoir modifier dans les plantes cette capacite a produire de la 
35 methionine en quantites suffisantes pour permettre la production de protemes 
heterologues k haute teneur en acides amines soufres. c'est a dire de mettre en oeuvre 
une strategie mol6culaire visant a augmenter les taux de cysteine et de methiomne chez 
les plantes, et plus particulierement les plantes de cultures d'interet agronomique. 
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Chez les plantes, on connait que la biosynthese de methionine est effectuee a 
partir de la cysteine, cette meme cysteine etant impliquee dans la synthese du glutathion. 

Le glutathion est une forme de stockage du soufre reduit et represente 60 a 70% 
du soufre organique dans la cellule. Le glutathion joue un role important pour les 
5 plantes dans la resistance contre le stress oxydatif et I'elimination des composes 
toxiques. II participe ainsi a Telimination des composes xenobiotiques: des metaux 
lourds (par exemple) via la formation des phytochelatines; des herbicides, via Tactivite 
glutathion S-transferase; qui sont toxiques pour la plante, et dans des mecanismes de 
defenses de la plante contre les micro-organismes. En augmentant la teneur en cysteine 
10 d'une plante, et par consequence sa teneur en glutathion, il est alors possible de moduler 
la reponse de la plante aux differents stress cites ci-dessus. 

II existe done a partir de la cysteine, deux voies metaboliques distinctes. Time 
pour la preparation de la methionine, T autre pour la preparation du glutathion, dont les 
dififerentes enzymes impliquees sont rappelees ci-aprds. 
15 Chez les plantes les etapes finales de synthese de la cysteine impliquent les deux 

enzymes suivantes : 

El) Serine acetyltransferase (EC 23.L30) (SAT): 

Serine + acetyl-Coenzyme A ^ <9-acetylserine + Coenzyme A 

E2) O-acetylserine (thiol) lyase (EC 4.2.99-8) (OASTL): 

20 O-acetylsdrine + sulfide ^ cysteine + acetate 

La synthese de la methionine a partir de la cysteine implique une succession des 
trois enzymes suivantes : 

E3) cystathionine ;^synthase (EC 4.2.99.9) (CGS) : 

O-phosphohomoserine + cysteine ^ cystathionine -i- Pi 

25 Pi signifie phosphate inorganique. 

E4) cystathionine >»-lyase (EC 4.4.1,8) (CBL) : 

cystathionine + H2O ^ homocysteine + pyruvate + NH4"^ 

E5) methionine synthase (EC 2.1.1.14) (MS) : 

homocysteine + 5-methyltetrahydrofolate ► methionine + tetrahydrofolate 

30 La synthese du glutathion a partir de la cysteine implique pour sa part une 

succession des deux enzymes suivantes : 

E6) Y-glutamykysteine synthethase (EC 6.3.2.2) 

glutamate + L-cysteine + ATP ^ y-glutamylcysteine + ADP + Pi 

E7) glutathion synthethase (EC 6. 3.2.3) 

35 y-glutamylcysteine + glycine + ATP ^ glutathion+ ADP + Pi 
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Toutes ces enzymes ont ete caracterisees et donees chez les plantes ([2] Lunn, 
J.E. & al., Plant Physiol. (1990) 94, 1345-1352 ; [3] RoUand, N & al.. Plant Physiol. 
(1992) 98, 927-935 ; [4] Droux, M. & al. Arch. Biochem. Biophys. (1992) 295, 379- 
390 ; [5] Rolland, N. & al., Arch. Biochem (1993) 300, 213-222 ; [6] Ruffet, M.L. & 
al.. Plant Physiol. (1994) 104, 597 - 604 ; [7] Ravanel, S. & al.. Arch. Biochem. 
Biophys. (1995) 316, 572 - 5584 ; [8] Droux, M.& al. Arch. Biochem. Biophys. (1995) 
31, 585 - 595 ; [9] Ruffet, M.L. & al., Eur. J. Biochem. (1995) 227, 500 - 509 ; [10] 
Ravanel, S. & al., Biochem. J. (1996) 320, 383 - 392 ; [11] Ravanel, S. & al.. Plant 
Mol. Biol. (1996) 29, 875 - 882 ; [12] Rolland, N. & al., Eur. J. Biochem. (1996) 236, 
272 - 282 ; [13] Ravanel, S. & al., Biochem. J. (1998) 331, 639-648 ; [14] Droux, M & 
aL, Eur. J. Biochem. (1998) 255, 235-245 ; [15] May, M.J., Leaver, C.J., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA (1994) 91, 10059-10063 ; [16] Ulhnaim, P. & al., Eur. J. Biochem. 
(1996) 236, 662-669 ; [17] Eichel, J. & al., Eur. J, Biochem. (1995) 230, 1053-1058). 
15 On sait que pour la synthese de cysteine, les enzymes El et E2 sont presentes 

dans les trois compartiments de la cellule vegetale, c'est-a-dire, les plastes, le cytosol et 
les mitochondries (2-3, 6, 9). Ces trois enzymes El sont denomees SATl pour I'enzyme 
chloroplastique, SAT2 pour Tenzyme mitochondriale et SAT3 pour I'enzyme 
cytoplasmique. 

20 Pour les enzymes de la synthese de la methionine, la situation est differente 

puisque les enzymes E3 et E4 sont exclusivement localisees dans les plastes (7-8, 10-11, 
13), alors que I'enzyme temiinale E5 est dans le cytosol (17). 

Les enzymes associees a la voie de biosynthese du glutathion sont pour leur part 
localisees a la fois dans le chloroplaste et le cytosol ([18] Hell, R. and Bergmann, L., 

25 Planta ( 1 990) 1 80, 603-6 1 2). 

L'enzyme^ E3, de la voie de synthese de la methionine, presente un Km 
(concentration en substrat donnant la moitie de la vitesse maximum) de I'ordre de 200 
HM a 500 |iM pour la cysteine (7, 13, [19] Kreft, B-D. & al.. Plant Physiol. (1994) 104, 
1215-1220). 

30 L'enzyme E6, de la voie de synthese du glutathion, presente aussi im Kxa eleve 

pour la cysteine, de I'ordre de 200 ^M [18]. 

On a maintenant constate que les enzymes SATl chloroplastiques (figure 1) etait 
inhibee par la cysteine, contrairement a Tenzyme SAT3 cytoplasmique (figure 1), cette 
inhibition constituant le facteur limitant essentiel de la synthese de cysteine dans les 

35 cellules vegetales, et en aval de la methionine et du glutathion. 

La presente invention consiste done a augmenter le taux de cysteine synthetis6e 
dans le compartiment chloroplastique de maniere a augmenter le taux de cysteine 
produite par les cellules vegetales et les plantes. L' augmentation du taux de ce 
precurseur soufre (la cysteine) permet avantageusement d'augmenter le taux de 
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methionine et/ou de glutathion dans les cellules vegetales at les plantes, et 
subsequemment a ameliorer la production de proteines, naturelles ou heterologues, 
enrichies en acides amines soufres dans les cellules vegetales et les plantes. 

Cette augmentation selon I'invention est obtenue en surexprimant une Serine 
acetyltransferase (SAT) dans les chloroplastes. 

La presente invention conceme done un procede pour augmenter la production 
de cysteine par les cellules vegetales et les plantes, ledit procede consistant k 
surexprimer une SAT dans les chloroplastes des cellules vegetales, et des plantes 
contenant les dites cellules vegetales. 

La SAT surexprimee dans les chloroplastes peut etre constituee par toute SAT, 
qu'elle soit d'origine vegetale, notamment SATl, SAT2 ou SAT3, ou de toute autre 
origine, notamment bacterienne, sous une forme native ou mutee. 

Elle peut notamment etre une SAT sensible h la cysteine, comme par exemple 
une SAT chloroplastique de plante (SATl), ou une SAT native d'origine bacterienne 
1 5 (Nakamori et al., 1 998, Appl. Environ. Microbiol., 64, 1 607- 1611.). 

Selon un autre mode de realisation de I'invention elle peut etre une SAT 
insensible a la cysteine, comme par exemple une SAT cytoplasmique de plante (SATS), 
ou une SAT d'origine bacterienne mutee, rendue insensible a la cysteine par mutagenese 
(Nakamori et al., 1998, Appl. Environ. Microbiol., 64, 1607-1611 dont le contenu est 
20 incorpore ici par reference), ou toutes SAT de plantes mutee et fonctionnelle dans la 
synthese de I'O-acetylserine (le precurseur carbonne pour la synthese de la cysteine) 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, la SAT est une SAT 
A'Arabidopsis thaliana (9). 

De maniere avantageuse, la proteine SAT est choisie parmi les proteines SATS 
25 (L34076), SATS' (U30298) et SATl (L78443 ou U22964) representees avec leur 
sequence codante par les identificateurs de sequence 1, 2, et 3 et 4 respectivement (SEQ 
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 et SEQ ID NO 4 en annexe). 

La SAT sera exprimee dans les chloroplastes par tout moyen approprie, en 
particulier par tout moyen connu de I'homme du metier et largement ddcrit dans I'^tat 
30 de la technique. 

Selon un premier mode de realisation de I'invention, la SAT est surexprimee 
dans les chloroplastes par integration dans I'ADN chloroplastique d'un gene chimere 
comprenant une sequence d'ADN codant pour ladite SAT, sous le controle d'elements 
de regulations en 5' et 3' fonctionnels dans les chloroplastes. Les techniques d'insertion 
35 de gSnes dans les chloroplastes, comme les elements de regulations appropries a 
I'expression desdits genes dans les chloroplastes sont bien connus de I'homme du 
metier, et notamment decrits dans les brevets et demandes de brevet suivants : US 
5,693,507, US 5,45 1 ,5 1 3 et WO 97/32977. 
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Selon un autre mode particulier de realisation de Tinvention, la SAT est 
surexprimee dans le cytoplasme sous la forme d'une proteine de fusion peptide de 
transit/SAT, le peptide de transit ay ant pour fonction d'adresser la SAT a laquelle il est 
fusionne vers les chloroplastes, la SAT mature fonctionnelle etant liberee a Tinterieur 

5 des chloroplastes apres clivage au niveau de la membrane chloroplastique. 

Les peptides de transit, leurs structures, leurs modes de fonctiormement et leur 
utilisation dans la construction de genes chimeres pour Tadressage d'une proteine 
heterologue dans les chloroplastes, ainsi que des peptides de transit chimeres 
comprenant plusieurs peptides de transit sont bien connus de Thomme du metier et 

10 largement decrits dans la litterature. On citera notamment les demandes de brevet 
suivants : EP 189 707, EP 218 571 et EP 508 909, et les references citees dans ces 
demandes de brevet, dont le contenu est incorpore ici par reference. 

La presente invention conceme done une proteine de fusion peptide de 
transit/SAT, dans laquelle la SAT est defmie plus haut, et dans laquelle le peptide de 

15 transit est constitue par au moins un peptide de transit d*une proteine vegetale naturelle a 
localisation plastidiale. On entend par proteine a localisation plastidiale une proteine 
exprimee dans le cytoplasme des cellules vegetales sous la forme d'une proteine de 
fusion peptide de transit/proteine, la proteine mature etant localisee dans le chloroplaste 
apres clivage du peptide de transit. 

20 Dans la proteine de fusion selon 1' invention, la SAT pent etre homologue ou 

heterologue du peptide de transit. Dans le premier cas, la proteine de fusion est la 
proteine SATl exprimee naturellement dans les cellules vegetales. Dans le second cas, 
le peptide de transit peut etre un peptide de transit d'une SATl d'une autre espece 
vegetale, ou un peptide de transit d'une autre proteine a localisation plastidiale. 

25 II est entendu que dans le cas de la proteine de fusion heterologue, la SAT peut 

etre constituee par toute SAT, qu'elle soit d'origine vegetale SATl, SAT2 ou SATS, ou 
de toute autre origine, notanmient bacterienne, en particulier les SAT definies 
precedemment. 

Un peptide de transit d'EPSPS de plante est notamment decrit dans la demande 
30 de brevet EP 218 571, alors qu'un peptide de transit de ssu RuBisCO de plante est decrit 
dans la demande de brevet EP 1 89 707. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, le peptide de transit comprend 
egalement, entre la partie C-terminale du peptide de transit et la partie N-terminale de la 
SAT vme partie de sequence de la partie mature N-terminale d'une proteine a localisation 
35 plastidiale, cette partie de sequence comprenant generalement moins de 40 acides 
amines de la partie N-terminale de la proteine mature, de preference moins de 30 acides 
amines, plus preferentiellement entre 15 et 25 acides amines. Un tel peptide de transit 
comprenant un peptide de transit fusionne a une partie de la partie N-terminale d'lme 
proteine a localisation plastidiale est notamment decrit dans la demande de brevet EP 
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1 89 707, plus particulierement pour le peptide de transit et la partie N-terminale de ssu 
RuBisCO de plante. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, le peptide de transit coniprend 
egalement entre la partie C-terminale de la partie N-terminale de la proteine mature et la 
5 partie N-terminale de la SAT un deuxieme peptide de transit d'lme proteine vegetale a 
localisation plastidiale, Preferentiellement, ce peptide de transit chimera comprenant 
Tassociation de plusieurs peptide de transit est un peptide de transit optimise (OTP) 
constitue par la fusion d'un premier peptide de transit, avec une partie de sequence de la 
partie mature N-terminale d'une proteine a localisation plastidiale, laquelle est fusionnee 

1 0 avec un deuxieme peptide de transit. Un tel peptide de transit optimise est decrit dans la 
demande de brevet EP 508 909, plus particuliererement le peptide de transit optimise 
comprenant le peptide de transit de la ssu RuBisCO de toumesol, fusione a un peptide 
constitue par les 22 acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO de mai's 
mature, fusione au peptide de transit de la ssu RuBisCO de mais. 

15 La presente invention conceme egalement une sequence d'acide nucleique 

codant pour une proteine de fusion peptide de transit/SAT decrite ci-dessus. Selon la 
presente invention, on entend par « sequence d'acide nucleique » une sequence 
nucleotidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN, 
notamment double brin, qu'elle soit d'origine naturelle ou synthetique, notamment une 

20 sequence d'ADN pour laquelle les codons codant pour la proteine de fusion selon 
rinvention auront ete optimises en fonction de Torganisme hote dans lequel elle sera 
exprimee, ces methodes d'optimisations etant bien connues de Thomme du metier. 

L'invention a encore pour objet Tutilisation d'une sequence d'acide nucleique 
codant pour une proteine de fusion selon Tinvention dans un procede pour la 

25 transfonnation des plantes, comme sequence codante permettant de modifier le contenu 
en cysteine, methionine et glutathion des plantes transformees. Cette sequence peut bien 
entendu egalement etre utilisee en association avec d*autre(s) gene(s) marqueur(s) et/ou 
sequence(s) codante(s) pour une ou plusieurs autres proprietes agronomiques. 

La presente invention conceme egalement un gene chimere (ou cassette 

30 d'expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 
position 5* et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hote, en particulier 
les cellules vegetales ou les plantes, la sequence codante comprenant au moins une 
sequence d'acide nucleique codant pour une proteine de fusion telle que definie 
precedemment. 

35 Par organisme hote, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire, inferieur 

ou superieur, dans lequel le gene chimere selon 1' invention peut etre introduit, pour la 
production de proteine de fusion peptide de transit^SAT. II s'agit en particulier de 
bacteries, par exemple E. colU levures, en particulier des genres Saccharomyces ou 
KliiyveromyceSy Pichia^ de champignons, en psirticulier Aspergillus^ d'un baculovirus. 



ou de preference des cellules vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon Tinvention toute cellule issue 
d'une piante et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus 
differencies tels que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 
5 On entend par "piante" selon Tinvention, tout organisme multicellulaire 

differencie capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, 
plus particulierement des plantes de culture destinies ou non a Talimentation animale ou 
humaine, comme le mais, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 
tabac, le coton, etc. 

10 Les elements de regulation necessaires a 1' expression de la sequence d'acide 

nucleique codant pour une proteine de fusion selon I'invention sont bien connus de 
rhonune du metier en fonction de Torganisme bote. lis comprerment notamment des 
sequences promotrices, des activateurs de transcription, des sequences terminatrices, y 
compris des codons^ start et stop. Les moyens et methodes pour identifier et selectiormer 

15 les elements de regulation sont bien connus de Thomme du metier et largement decrits 
dans la litterature. 

L' invention conceme plus particulierement la transformation des plantes. 
Comme sequence de regulation promotrice dans les plantes, on pent utiliser toute 
sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier 

20 un promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, comme par exemple 
des promoteurs dits constitutifs d'origine bacterieime, virale ou vegetale ou encore des 
promoteurs dits lumiere dependants comme celui d'un gene de la petite sous-tmite de 
ribulose- biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) de piante ou tout promoteur convenable 
connu pouvant etre utilise, Parmi les promoteurs d'origine vegetale on citera les 

25 promoteurs d'histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le promoteur 
d'actine de riz (US 5,641,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de piante, on 
citera celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur du 
circovirus (AU 689 31 1). 

On pent encore utiliser une sequence de regulation promotrice specifique de 

30 regions ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteiirs 
specifiques des graines ([22] Datla, R.& al.. Biotechnology Ann. Rev. (1997) 3, 269- 
296), notamment les promoteurs de la napine (EP 255 378), de la phaseoline, de la 
glutenine, de Theliantinine (WO 92/17580), de I'albumine (WO 98/45460), de 
roelosine_(WO 98/45461), de TATSl ou de rATS3 (PCT/US98/06978, deposee le 20 

35 octobre 1998, incorporee ici par reference), 

Selon rinvention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le 
promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription 
("enhancer"), comme par exemple I'activateur de translation du virus de la mosaique du 
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tabac (TMV) decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) 
decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut 
utiliser toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le 
5 terminateur nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine veg^tale, comme par 
exemple un terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 317. 

La presente invention conceme egalement un vecteur de clonage et/ou 
d'expression pour la transformation d'un organisme bote contenant au moins un gene 
chimere tel que defmi ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le gene chim^re ci-dessus, 
10 au moins une origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un 
cosmide, un bacteriophage ou un virus, transformes par I'introduction du gene chimdre 
selon I'invention. De tels vecteurs de transformation en fonction de I'organisme h6te k 
transformer sont bien connus de I'homme du metier et largement decrits dans la 
litterature. Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira 
15 notamment d'un virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes 
developpees et contenant en outre ses propres elements de replication et d'expression. 
De maniere preferentielle, le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des 
plantes selon I'invention est un plasmide. 

Pour la transformation des organismes botes, le gene chimere selon I'invention 
peut etre employe en association avec un gene marqueur de selection, soit dans un 
meme vecteur, les deux genes etant associes de manidre convergente, divergente ou 
colineaire, ou encore dans deux vecteurs employes simultanement pour la 
transfoimation de I'organisme hote. De tels genes marqueurs et leur utilisation pour la 
transformation d'organismes botes sont bien connus de I'homme du metier et largement 
25 decrits dans la litterature. 

Parmi les genes codant pour des marqueurs de selection, on peut citer les genes 
de resistance aux antibiotiques, les genes de tolerance aux herbicides (bialaphos, 
glyphosate ou isoxazoles), des gdnes codant pour des enzymes facilement identifiables 
comme I'enzyme GUS, des genes codant pour des pigments ou des enzymes r^gulant la 
30 production de pigments dans les cellules transformees. De tels g^nes marqueurs de 
selection sont notamment decrits dans les demandes de brevet EP 242 236, EP 242 246, 
GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

L'invention a encore pour objet un precede de transformation des organismes 
botes, en particulier des cellules vegetales par integration d'au moins une sequence 
35 d'acide nucMique ou un gdne chimere tels que defmis ci-dessus, transformation qui peut 
etre obtenue par tout moyen connu approprie, amplement decrit dans la litterature 
specialisee et notamment les references citees dans la presente demande, plus 
particulierement par le vecteur selon I'invention. 
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Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des 
tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Une autre 
serie de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene 
chimere insere dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens on Ri 
5 d'Agrobacterium rhizogenes. D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la 
micro-injection ou Telectroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de 
PEG. L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la 
nature de Torganisme bote, en particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

La presente invention a encore pour objet les organismes botes, en particulier 
10 cellules vegetales ou plantes, transformes et contenant un gene chimere defini ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees, en particulier les plantes regenerees a partir des cellules transformees. La 
regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depend de la nature de Tespece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. Pour les precedes de 
15 transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera 
notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, 
US 5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, BP 604 662, EP 672 752, US 
4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, 
US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 
20 5,489,520, US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 
486 234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention conceme egalement les plantes transformees issues de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines de 
plantes transformees. 

25 Les plantes transformees pouvant etre obtenues selon Tinvention peuvent etre du 

type monocotyledones telles que par exemple les cereales, la canne a sucre, le riz et le 
mais ou dicotyledones comme par exemple le tabac, la soja, le colza, le coton, la 
betterave, le trefle, etc. 

Les plantes transformees selon Tinvention peuvent contenir d'autres genes 

30 d'interet, conferant aux plantes de nouvelles proprietes agronomiques. Parmi les genes 
conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes transformees, on peut citer 
les genes conferant une tolerance a certains herbicides, ceux conferant une tolerance a 
certains insectes, ceux conferant une tolerance a certaines maladies . De tels genes sont 
notamment decrits dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. On 

35 peut egalement citer les genes modifiant la constitution des plantes modifiees, en 
particulier la teneur et la qualite de certains acides gras essentiels (EP 666 918) ou 
encore la teneur et la qualite des proteines, en particuliers dans les feuilles et/ou les 
graines desdites plantes. On citera en particulier les genes codant pour des proteines 
enrichies en acides amines soufres ([1]; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; 



wo 94/20828 ; WO 92/14822), Ces proteines enrichies en acides amines soufres auront 
egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine et/ou la methionine 
excedentaire, permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite lies a une 
surproduction de ces acides amines soufres en les piegeant. 

On peut citer egalement des genes codant pbiir des peptides riches en acides 
amines soufres et plus particulierement en cysteines, les dits peptides ayant egalement 
une activite antibacterienne et/ou antifongique. On citera plus particulierement les 
defensines de plantes, de meme que les peptides lytiques de toute origine, et plus 
particulierement les peptides lytiques suivants : Tandroctonine (WO 97/30082 et 
PCT/FR98/01814, deposee le 18 aout 1998), la drosomicine (PCT/FR98/01462, deposee 
le 8 juillet 1998), la thanatine (PCT/FR98/02375, deposee le 6 novembre 1998) ou 
Theliomicine (FR 98 04933, deposee le 15 avril 1998). 

Ces autres genes d'interet peuvent etre combines au gene chimere selon 
I'invention soit par croisement conventionnel de deiix plantes contenant chacune Tun 
des genes (la premiere le gene chimere selon Tinvention et la seconde le gene codant 
pour la proteine d'interet) soit en effectuant la transformation de cellules vegetales 
d'une plante contenant le gene codant pour la proteine d'interet avec le gene chimere 
selon r invention. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer I'invention, sans toutefois chercher 
a en limiter la portee. 

Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans ces exemples sont 
donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectue parmi les differentes 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce choix n'a aucime incidence sur 
la qualite du resultat et par consequent, toute methode adaptee peut etre utilisee par 
rhomme de Tart pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes d'ingenierie 
des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" 
Volumes 1 et 2, Ausubel P.M. et al , publics par Greene Publishing Associates et Wiley 
-Interscience (1989) ou dans Molecular cloning, T.Maniatis, E.F.Fritsch, 
J.Sambrook,1982. 

Exemple 1. Mise en evidence de rinhibition de la serine acetyltransferase 
chloroplastique de feuilles de pois (Pisum sativum) par la cysteine 

On prepare a partir de feuilles de pois les trois compartiments subcellulaires 
correspondant au cytosol (preparation a partir d'un fractionnement subcellulaire de 
protoplastes de pois, [9]), aux mitochondries et aux chloroplastes [9]. On en extrait les 
proteines solubles et on mesure Tactivite serine acetyltransferase au moyen d'une 
technique decrite [9, 14]. 
Description de la methode de dosage: 




L*activite de la serine acetyltransferase est mesuree par chromatographic liquide 
haute performance (HPLC), en dosant i'O-acetylserine formee au co\irs de la reaction 
(reaction 1), apres derivatisation avec de I'orthophtalaldehyde (OP A). Une quantite 
defmie de I'extrait proteique, correspondant au cytosol, et aux differentes fractions 

5 solubles des chloroplastes (stroma) et mitochondries (matrice), sont dessalees sur une 
colonne PDIO (Pharmacia) prealablement equilibree en tampon 50 mM Hepes-HCl, pH 
7,5 et 1 mM EDTA. La reaction enzymatique est effectuee en presence de 50 mM 
Hepes-HCl, pH 7.5, ImM dithiotreitol, 10 mM L-serine, 2.5 mM ac^tyl-CoA, dans un 
volume reactionnel de 100 ^il, a 25 °C. Apres 10^15 min d'incubation, la reaction est 

10 arretee par I'addition de 50 ^il d'acide trichloroacetique 20% (PAQ. Les proteines 
precipitees sont ensuite eliminees par une centrifugation de 2 min a 15,000^. Le 
sumageant, contenant le produit de la reaction, est melange avec 500 \x\ d'xine solution 
de derivatization (54 mg d*OPA dissous dans 1 ml d'ethanol absolu, 9 ml d'une solution 
de borate-NaOH 400 mM, pH 9,5 et 0,2 ml de B-mercaptoethanol 14 M) et incubee 

1 5 pendant 2 min. Une fraction de ce melange (20 \xl) est injectee sur une colonne de phase 
inverse (colonne AccQ Tag Cig, 3,9 X 150 mm. Waters) connectee a un systeme 
HPLC. Les tampons utilisees pour Telution des composes derives par TOPA 
sont:Tampon A, 85 mM acetate de sodium, pH 4.5, et acetonitile 6% (VAO, pH 4,5; 
Tampon B, acetonitrile, 60 % (VA^) dans de Teau. L'O-acetylserine, derivee par rOPA, 

20 est eluee par un gradient lineaire continu du tampon B dans le tampon A de 25 a 70 % 
(VfVX et detectee par fluorescence a 455 nm (excitation a 340 nm). Le temps de 
retention de TO-acetylserine est de Tordre de 6.2 min, et la quantite de produit fomiee 
dans les essais enzymatiques est quantifiee a partir d'une courbe etalon realisee avec de 
rO-acetylserine. Les essais enzymatiques ont ete optimises afin de respecter le pH 

25 optimal de la reaction, la linerarite en fonction du temps, et afin d'operer dans des 
concentrations saturantes en substrats. 

EfFet de la cysteine sur Factivite serine acetyltransferase de feuilles de pois 

L'incubation (2 min) est realisee en presence de Textrait proteique (cytosol, 
matrice et stroma), et des concentrations croissantes de L-cysteine (de 0 ^ 1 mM), avant 
30 rajout de concentrations saturantes des substrats de la serine acetyltransferase, la L- 
serine (10 mM) et Tacetyl-CoA (2,5 mM). La reaction enzymatique et le dosage de I'O- 
acetylserine residuelle dans le sumageant sont effectues comme decrit precedenmient. 
Le resultat de ces experiences est represente sur le graphe de la figure 1 en annexe. 

L'activite serine acetyltransferase residuelle associee a chacun des 
35 compartiments cellulaires (le chloroplaste, la mitochondrie et le cytosol) est mesuree 
apres une incubation de Textrait en presence de concentrations croissantes de L-cysteine. 

Si on ajoute de la cysteine libre (de 0 i 1 mM, figure 1) aux differents essais, on 
constate une tres forte inhibition de I'activit^ serine acetyltransferase chloroplastique. 
L'activite serine acetyltransferase mitochondriale est inhibee mais pour des 
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concentrations superieures de cysteine (constante d'inhibition de Tordre de 300 \iM). En 
revanche, I'activite serine acetyltransferase cytosolique est insensible a I'inhibition par la 
cysteine jusqu'a des concentrations de I'ordre de 1 mM (figure 1). Ce resultat prouve 
done que seul I'activite serine acetyltransferase chloroplastique, done I'enzyme associee 
a la voie de I'assimilation du sulfate, est inhibiee par le produit finale, la L-cysteine. 

Tableau I: Determination des activite specifiques et des valeurs de CI50 pour la 



cysteine pour chacune des isoformes de la serine acetyltransferase. 



Serine acetyltranslerase [Fisum sativum) 




Activite specillque 
nmoles OAS •min"l • mg"l 


^^50 l-'-cysteme 

mM 


Stroma 


0,9J ± 0,2 


33,4 ±8 


Matrice 




283 ± i)U 


Cytosol 


W ± U,3 


pas d'inhibition 



La concentration en L-cysteine permettant I'obtention de 50% d'inhibition (CI50) 
dans les conditions standards de la reaction calculee pour differentes preparations 
enzymatiques est represente dans le tableau L Les determinations de I'activite 
enzymatique de la serine acetyltransferase et de la CI50 ont ete effectuees lors de 9 
experiences differentes (stroma), et 3 pour les extraits cytosolique et issus de la 
mitochondrie. 

Etude du mode d'inhib ition de I'activite serine acetyltransferase par la cysteine 

La Vitesse de la reaction enzymatique a ete determinee pour des concentrations 
fixes de cysteine (0 |jM; 10 ^M; 20 ^iM; 40 ^M; 60 ^M et 100 nM) en faisant varier 
soit la concentration en L-serine ou en acetyl-CoA, pour des concentrations saturantes 
du second co-substrat. Pour chacunes des cinetiques obtenues, I'affinite de I'enzyme 
pour ces substrats ne semblent pas etre affectee, mais par centre la vitesse maximale de 
la reaction est modifi^e. Plus la concentration en L-cysteine augmente, plus la vitesse de 
synthese de I'O-acetylserine est diminuee. Pour chacune des conditions analysees, la 
constante d'inhibition Ki a ete estimee de I'ordre de 30 (± 2,2) (substrat variable: la 
serine), et de 22 (± 2 nM) (substats variable: I'acetyl-CoA). Nous avons pu montre que 
la cysteine est un inhibiteur de type non-competitif pour I'activite serine 
acetyltransferase et de plus de type allosterique (constante de Hill de I'ordre de 1,6 ± 0,3 
HM) en utilisant les Equations cinetiques classiques ([20] Segel, LH. (1995), John Wiley 
and Sons, New- York). Ces resultats indiquent que I'inhibition de I'enzyme 
chloroplastique prend place en un site different du site actif, et de plus qui n'existe pas 
sur I'isoforme serine acetyltransferase, present dans le cystosol. 




Ces valeurs de constantes d'inhibition sont consistantes avec la concentration en 
cysteine determinee dans les chloroplastes de pois de 40 ± 10 laM (2 runoles / mg 
chlorophylle), valeur qui est calculee pour un volume du compartiment stromatique de 
Tordre de 35 a 65 jil par mg de chlorophylle, 

5 

Exemple2. Isolement et caracterisation d'un gene codant pour une isoforme 
serine acetyltransferase putative cytoplasmique (SATS) [9] 

On reprend dans cet exemple le mode operatoire decrit en page 502 de Ruffet & 
al [9], en particulier les chapitres decrits sous les titres « Bacterial strain and growth 
10 conditions » et « Isolation of A, thaliana serine acetyltransferase cDNA clones by 
complementation in E, coli ». 

Un g^ne codant pour une serine acetyltransferase putative cytosolique (Z34888 
ou L34076) representee sur la figure 4 (SEQ ID NO 1), a ete isole par complementation 
fonctionnelle d'une souche d'Escherichia coli deficiente poxir I'activite serine 
15 acetyltransferase. L'analyse de la sequence primaire a montre la presence d'une forte 
similitude avec la sequence de Tenzyme bacterienne (40% d*identite). 

Les amorces qui ont ete utilisees pour ramplification de la sequence 
nucleotidique et son clonage dans le vecteur utilise pour la transformation de plants de 
tabac (en caracteres gras sur la figure 2) sont les suivantes : 
20 Oligo 1 : 5 ' GAGAGAGGAT CCTCTTTCCA ATCATAAACC ATGGCAACAT 

GCATAGACAC ATGC 3' 
Oligo 2 : 5 • GGCTCACCAG ACTAATACAC TAAATTGTGT TTACCTCGAG 

AG AG AG 3 ' 

Ces amorces permettent Tinstroduction des sites de restriction BamHl en 5' 
25 (GGATCC) et Sad en 3' (GAGCTC). 

L'extremite N-terminale de la sequence en acide amine de Tisoforme SAT3 ne 
presente pas les caracteristiques des peptides d'adressage dans im organite (mitochondrie 
ou chloroplaste). Cette analyse conduit a supposer une localisation cytosolique pour 
cette isoforme [9], 

30 

Exemple 3. Sur-expression et purification de la SAT3 chez Escherichia coli 

Le protocole defini pour la sur-expression de Tenzyme chez E, coli permet la 
purification de Tenzyme sous sa forme libre ou en complexe avec TO-acetylserine (thiol) 
lyase de plante, le complexe cysteine synthase [14]. Avec les proteines purifiees, I'efifet 
35 de la cysteine sur Tactivite de la serine acetyltransferase a ete analysee par un dosage 
spectrophotometrique base sur la consommation de Tacetyl-CoA au cours de la reaction 
1, en fonction du temps d'incubation. Cette analyse s'effectue dans im milieu (1 ml) 
contenant 50 mM Hepes-HCl, pH 7.5, 2 mM L-serine et 0.2 mM Acetyl-CoA. La 
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reaction est suivie en mesurant la diminution de Tabsorbance a 232 nm (coefficient 
d'extinction moleculaire de 4200 M-lcm-l)([21] Kredich, N.M. & al., J. Biol. Chem. 
(1969) 244, 2428-2439). Nous avons pu montrer que cette isoforme (SAT3) sous sa 
forme libre ou en complexe avec I'O-acetylserine (thiol) lyase est insensible a la 
cysteine. Ce resultat nous permet d'infirmer que cet ADNc (L34076, Figure 2) code 
pour une serine acetyltransferase cytosolique, car la composition en acides amines de 
Textremite N-terminale ne presente pas les caracterisitiques de peptides de transit, et de 
plus cette serine acetyltransferase est insensible k la cysteine. Ce dernier resultat 
parallele les observations obtenues pour Tactivite serine acetyltransferase cytosolique de 
feuilles de pois (Figure 1 et Tableau I). 

Example 4. Isolement et caracterisation d'un gene codant pour une isoforme 
serine acetyltransferase cytoplasmique (SAT3* ) 

On reprend le mode operatoire de Texemple 3 avec les oligonucleotides 3 et 4 
suivants : 

Oligo 3 : 5 • GAGAGAGGAT CCTCTTATCG CCGCGTTAAT ATGCCACCGG 

CCGGAGAACTC C 3 ' 
Oligo 4: 5'GAGCCTTACC AGTCTAATGT AGTATATTTC AACCTCGAGA 

GAGAG 3 ' 

On isole un gene codant pour une acetyltransferase (U 30298) representee sur la 
figure 5 (SEQ ID NO 2). 

Examples. Isolement et caracterisation de genes codant pour une isoforme 
serine acetyltransferase putative chloroplastique (SATl) 

Le mode operatoire decrit pour I'exemple 3 est repris pour le present exemple. 

Un gene codant pom* une serine acetyltransferase putative chloroplastique 
(L78443) represente sur la figure 6 (SEQ ID NO 3) a ete isolee par complementation 
fonctionnelle d'une souche d!Escherichia coli deficiente pour I'activite serine 
acetyltransferase, [9] L'analyse de la sequence primaire a montre la presence de fortes 
similitudes avec la sequence de Fenzyme bacterienne (40% d'identite). 

Les amorces qui ont ete utilisees pour Tamplification de la sequence 
nucleotidique et son clonage dans le vecteur utilise pour la transformation de plants de 
tabac (en caracteres gras sur la figxnre 3) sont les suivantes : 

Oligo 5 : 5 • GAGAG AGGAT CCCCTCCTCC TCCTCCTCCT ATGGCTGCGT 

GCATCGACAC CTG 3 ' 
Oligo 6 : 5 • GCTCACCAGC CTAATACATT AAACTTTTTC AGCTCGAGAG 

AGAG 2;' 

Ces amorces permettent I'instroduction des sites de restriction BamHl en 5' 
(GGATCC) et Sad en 3' (GAGCTC). 
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On obtient un deuxieme gene codant pour une serine acetyltransferase putative 
chloroplastique (U22964) represente sur la figure 7 (SEQ ID NO 4) en reprenant le 
meme mode operatoire avec I'oligo 7 en remplacement de Toiigo 5 comme amorce en 
5'. 

5 Oligo Ti 5 ' GAGAGAGGAT CCGGCCGAGA APJ^J^^KkM^ ATGTTGCCGG 
TCACAAGTCG CCG 3' 

Exemple6. Constructions utilisees pour la transformation des plants de tabac 
variete petit Havanna 
10 Expression du transgene dans les feuilles 

Les transformations des plants de tabac est realise par Tintermediaire 
dAgrobacterium tumefaciens EHA105, contenant le vecteurpBI121 (Clonetch) (Figures 
4 et 5). 

SATS 

15 Afin d'obtenir une expression de la SAT3 (SEQ ID NO 1) de Texemple 2 dans le 

chloroplaste (figure 2), on introduira en position 5' de L'ADNc une extension qui 
permettra Tadressage dans ce compartiment. Pour cela, le peptide de transit optimise 
decrit auparavant sera utilise. 

Entre les bordures gauche (BG) et droite (BD) du T-DNA sont clones un gene de 

20 resistance a la kanamycine (NPTII) codant pour la neomycine phosphotransferase 
utilises comme marqueur de selection pour la transformation du tabac. L'expression du 
gene NPTII est sous la dependance du promoteur et du terminateur de la nopaline 
synthase de A, tumefaciens. En aval, le gene de la glucuronidase clone entre les sites 
uniques BamYiX et Sad, est sous le controle du promoteur 35S du virus de la mosai'que 

25 du chou-fleur (CaMV) et le signal de polyadenylation du gene de la nopaline synthase 
du plasmide Ti. L'insertion du produit de la OTP-SAT3 s'effectue entre les sites Bamill 
et Sad du vecteur delete du gene de la B-glucuronidase. 
SAT3' 

On reprend le meme mode operatoire que precedemment en rempla9ant 
30 renzyme SAT3 (SEQ ID NO 1) de Texemple 2 par Tenzyme SAT3* (SEQ ID NO 2) de 
Texemple 4. 
SATl 

Entre les bordures gauche (BG) et droite (BD) du T-DNA sont clones un gene de 
resistance a la kanamycine (NPTII) codant pour la neomycine phosphotransferase 
35 utilises comme marqueur de selection pour la transformation du tabac. L'expression du 
gene NPTII est sous la dependance du promoteur et du terminateur de la nopaline 
synthase de A. tumefaciens. En aval, le gene de la glucuronidase clone entre les sites 
uniques BamHl et Sacl, est sous le controle du promoteur 35S du virus de la mosai'que 
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du chou-fleur (CaMV) et le signal de polyadenylation du gene de la nopaline synthase 
du plasmide Ti. L'insertion du gene codant pour une SATl (SEQ ID NO 3 ou 4) 
s'effectue entre les sites BamHl et Sad du vecteur delete du gene de la fi-glucuronidase. 




Expression des transgenes dans les graines 

Une construction similaire a celle presente dans la figure 3 est realise dans le but 
d*obtenir une expression specifique du transgene dans les graines. Cette strategie 
pourrait etre importante puisque les graines composent Tapport principale pour 
5 ralimentation animale. Pour cela le promoteur constitutif de la mosaique du tabac sera 
remplace par un promoteur qui permet une expression specifique du transgene pendant 
la mise en place des reserves de la graines. 

Example 6. Transformation du tabac 

10 De jeunes feuilles de plants de tabac (ages de 3 a 4 semaines) dont la surface est 

sterilisee avec une solution de javel 10% (VA^) pendant 10 min puis rincee a I'eau 
sterile, sont decoupees a Temporte-piece (30 disques par construction). 20 ml d'une 
culture de 48 heures d'Agrobacterium tumefaciens EHA105 (contenant le vecteur 
pBI121 modifie selon T invention) sont centrifuges puis resuspendus dans 4 ml d'une 

15 solution de MgS04 lOmM. Les disques foliaires sont incubes pendant quelques minutes 
avec la solution d'agrobacteries puis transferes sur milieu MS (Sigma M-5519) 
supplemente avec 0,05 mgA d'acide a-naphtalene acetique (NAA, Sigma), 2 mg/1 de 6- 
benzylaminopurine (BAP) et 7 mg/1 de phytoagar, pendant 2 a 3 jours. Les disques 
foliaires sont ensuite transferes sur un milieu identique auquel sont ajoutes 350 mg/1 de 

20 cefotaxine (bacteriostatique) et 75 mg/1 de kanamycine (agent de selection). Au bout de 
2 semaines, les disques sur lesquels se sont developpes des cals ainsi que de jeunes 
pousses sont repiques sur un milieu identique afm d'accelerer la croissance des pousses. 
Une semaine plus tard, les pousses vertes sont excisees et transferees sur le meme 
milieu sans hormones, afin de permettre le developpement des racines, ceci pendant 2 

25 semaines environ, au bout desquelles les jeunes plantes sont transferees en terre et 
cultivees en serre. 

Exemple 7. Analyse des resultats pour les plantes transgeniques et temoins. 

L'impact de I'expression de SAT3, SAT et SATl dans les plants de tabac est 
30 analyse au niveau du contenu en composes soufres, la cysteine et la methionine et le 
glutathion. La cysteine et le glutathion sont mis en evidence par la Methode de Fahey 
([23] Fahey, R.C. and Newton, G.L., Methods Enzymol. (1987) 143, 85-96), apres 
derivatisation des composes par le thiolyte (Calbiochem) et separation par 
chromatographie liquide haute performance (CLHP) [23]. Le dosage de la methionine 
35 libre est effectue par les methodes de dosage des acides amine libres apres extraction et 
derivation par I'orthophtaldehyde et separation par CLHP ([24] Brunet, P. & aL, J. 
Chrom. (1988) 455, 173-182). L'activite de la serine acetyltransferase s'efFectue comme 
decrit dans la methodologie de dosage de I'O-acetylserine formee, par la technique 
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HPLC, ou par la methode de couplage en presence d'un exces d'O-acetylserine (thiol) 
lyase [9], [14]. 

L'expression du gene de la serine acetyltransferase d'Arabidopsis thaliana dans 
le tabac conduit a une augmentation du taux en cysteine, du taux en glutathion et du 
5 taux en methionine dans les tissus des plantes transformees par rapport aux plantes 
controles. Cette augmentation en composes soufres s'accompagne d'une augmentation 
du contenu en d'autres acides amines essentiels comme la threonine, isoleucine, leucine 
valine, tyrosine et phenylalanine. Toutes les augmentations en acides amines sont 
corr^lees avec une augmentation en I'activit^ serine acetyltransferase (SATS, SAT3' ou 
10 SATl) liee a l'expression du transgene dans le chloroplaste. De plus, I'augmentation en 
ces composes Soufres conduit k ameliorer le rapport nutritionnelle N/S de la plante et se 
traduit par un enrichissement des proteines de reserves de la graines en polypeptides 
riches en acides amine soufres au detriment des polypeptides pauvres en ces composes. 
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Revendications 




1. Procede pour augmenter la production de cysteine par les cellules 
vegetales et les plantes, ledit procede consistant k surexprimer une SAT dans les 

5 chloroplastes des cellules vegetales, et des plantes conteriant les dites cellules vegdtales. 

2. Procede selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la SAT 
surexprimee dans les chloroplastes est une SAT sensible a la cysteine, comme par 
exemple une SAT chloroplastique de plante (SATl) ou une SAT native d'origine 
bacterienne. 

10 3. Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que la SAT 

surexprimee dans les chloroplastes est une SAT insensible k la cysteine, comme par 
exemple une SAT cytoplasmique de plante (SAT3) ou une SAT d'origine bact6rienne 
ou de plante mutee, rendue insensible h la cysteine par mutagenese. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 k 3, caract^rise en ce que la 
1 5 SAT est une SAT Arabidopsis thaliana. 

5. Precede selon I'une des revendications 1 h 4, caracterise en ce que la 
proteine SAT est choisie parmi les proteines SAT3, SAT3' et SATl representees avec 
leur sequence codante par les identificateurs de sequence 1 , 2, et 3 et 4 respectivement 
(SEQ ID NO 1 a 4). 

20 6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 

SAT est surexprimee dans les chloroplastes par integration dans I'ADN chloroplastique 
des cellules vegetales d'un gene chimere comprenant une sequence d' ADN codant pour 
ladite SAT, sous le controle d'elements de regulations en 5' et 3' fonctionnels dans les 
chloroplastes. 

25 7. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 

SAT est surexprimee dans le cytoplasme sous la forme d'une proteme de fusion peptide 
de transit/SAT, la SAT mature fonctionnelle etant liberie a I'interieur des chloroplastes. 

8. Proteine de fusion peptide de transit/SAT, dans laquelle la SAT est 
defmie dans I'une des revendications 2 a 5, et dans laquelle le peptide de transit est 

30 constitue par au moins un peptide de transit d'une proteine vegetale naturelle a 

localisation plastidiale. 

9. Proteine de fusion selon la revendication 8, caracterisee en ce que la SAT 

est homologue du peptide de transit. 

1 0. Proteine de fusion selon la revendication 8, caracterisee en ce que la SAT 

35 est heterologue du peptide de transit. 

11. Proteine de fusion selon la revendication 10, caracterisee en ce que le 
peptide de transit est un peptide de transit d'une autre proteine a localisation plastidiale. 
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12. Proteine de fusion selon la revendication 11, caracterise en ce que le 
peptide de transit est constitue par le peptide de transit d'une EPSPS de plante ou le 
peptide de transit d'une ssu RuBisCO de plante . 

13. Proteine de fusion selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
peptide de transit comprend un peptide de transit d'une proteine vegetale a localisation 
plastidiale et une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'une proteine a 
localisation plastidiale entre la partie C-terminale du peptide de transit et la partie N- 
terminale de la SAT. 

14. Proteine de fusion selon la revendication 13, caracterisee en ce que la 
partie de sequence comprend generalement moins de 40 acides amines de la partie N- 
terminale de la proteine mature, de preference moins de 30 acides amines, plus 
preferentiellement entre 15 et 25 acides amines. 

15. Proteine de fusion selon Tune des revendications 13 ou 14, caracterisee 
en ce que le peptide de transit comprend entre la partie C-terminale de la partie N- 
terminale de la proteine mature et la partie N-terminale de la SAT un deuxieme peptide 
de transit d'une proteine vegetale a localisation plastidiale. 

16. Proteine de fusion selon la revendication 15, caracterisee en ce que le 
peptide de transit est un peptide de transit optimise (OTP) constitue par la fusion d'un 
premier peptide de transit, avec une partie de sequence de la partie mature N-terminale 
d'une proteine a localisation plastidiale, laquelle est fusionnee avec un deuxieme peptide 
de transit. 

17. Sequence d'acide nucleique codant pour une proteine de fusion peptide 
de transit/SAT selon Tune des revendications 8 a 16. 

18. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des elements 
de regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme 
hote, caracterise en ce que la sequence codante comprend au moins une sequence 
d'acide nucleique selon la revendication 17. 

19. Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce que 
Torganisme hote est choisi parmi les bacteries, par exemple E. coli, les levures, en 
particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons, en 
particulier ^5perg/7/w5, les baculovirus, ou les cellules veg^tales et les plantes. 

20. Gene chimere selon la revendication 19, caracterise en ce que 
Torganisme hote est une cellule vegetale ou une plante la contenant. 

21. Gene chimere selon la revendication 20, caracterise en ce que Telement 
de regulation en 5' comprend les sequences de regulation promotrice dans cellules 
vegetales et les plantes, choisi parmi les promoteur s'exprimant dans les feuilles des 
plantes, les promoteurs constitutifs, ou les promoteurs lumiere dependants d'origine 
bacterienne, virale ou vegetale 
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22. Gene chimere selon la revendication 20, caracterise en ce que I'element 
de regulation en 5' comprend les sequences de regulation promotrice dans les cellules 
vegetales et les plantes, choisi parmi les promoteurs specifiques des graines, 

23. Gene chimere selon la revendication 22, caracterise en ce que le 
5 promoteur est choisi parmi les promoteurs de la napine, de la phaseoline, de la 

glutenine, de la zeine, de Theliantinine, de Talbximine ou de Toleosine. 

24. Vecteur de clonage et/ou d' expression pour la transformation d'un 
organisme hote caracterise en ce qu'il contient au moins \m gene chimere tel que defmi 
selon Tune des revendications 18 a 23. 

10 25. Proc^de de transformation des organismes hotes caracterise en ce que 

Ton integre dans le genome dudit organisme hote au moins une sequence d'acide 
nucleique selon la revendication 17 ou un gene chimere selon Tune des revendications 



15 revendication 24. 

27. Procede selon Tune des revendications 25 ou 26, caracterise en ce que 
Torganisme hote est choisi parmi les bacteries, par exemple E, coliy les levures, en 
particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces^ Pichia, les champignons, en 
particulier Aspergillus, les baculovirus, ou les cellules vegetales et les plantes. 
20 28. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que I' organisme hote 

est une cellule vegetale ou une plante la contenant. 

29. Procede selon la revendication 28, caracterise en ce que la plante est 
regeneree a partir d'une cellule vegetale transformee. 



25 est vine plante monocotyledone, en particulier choisie parmi les cereales, la carme a 
Sucre, le riz et le mai's, ou ime plante dicotyledone, en particulier choisie parmi le tabac, 
la soja, le colza, le coton, la betterave et le trefle. 

31. Organisme hote transforme, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence d'acide nucleique selon la revendication 17 ou un gene chimere selon 

30 Tune des revendications 18 a 23. 

32. Organisme hote selon la revendication 30, caracterise en ce qu'il est 
obtenu par le procede selon Tune des revendications 25 k 29. 

32. Cellule vegetale, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
sequence d'acide nucleique selon la revendication 17 ou un gene chimere selon Tune 

35 des revendications 1 8 a 23. 

33. Plante genetiquement modifiee, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins une cellule vegetale selon la revendication 32. 

34. Plante selon la revendication 33, caracterise eri ce que la plante est 
regeneree a partir d'une cellule vegetale selon la revendication 32< 



18 a 23. 




26. Procede selon la revendication 25, au moyen du vecteur selon la 



30. Procede selon la revendication 29, caracterise en ce que I'organisme hote 



22 



35. Plante genetiquement modifiee, caracterisee en ce qu'elle est issue de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees selon la revendication 34. 

36. Plante genetiquement modifiee selon Tune des revendications 33 a 35, 
caracterise en ce qu'elle est une plante monocotyledone, en particulier choisie paraii les 

5 cereales, la canne a sucre, le riz et le mais, ou une plainte dicotyledone, en particulier 
choisie parmi le tabac, la soja, le colza, le coton, la betterave et le trefle. 

37. Plante genetiquement modifiee selon, I'une des revendications 33 a 36, 
caracterisee en ce qu'elle comprend d'autres genes d'interet, 

38. Plante selon la revendication 37, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
10 moins un autre gene modifiant la teneur et la qualite des proteines de ladite plante, en 

particuliers daris les feuilles et/ou les graines. 

39. Plante selon la revendication 38, caracterise en ce que le gene code pour 
une proteine enrichie en acides amines soufi:es. 

40. Graines des plantes genetiquement modifiees selon Time des 
1 5 revendications 33 a 39. 




LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC AGROCHIMIE 

(B) RUE: 14-20 Rue Pierre BAIZET 

(C) VILLE: LYON 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69O09 

(G) TELEPHONE: 04 72 85 25 92 

(H) TELECOPIE: 04 72 85 28 43 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Precede pour augmenter la teneur en 
cysteine, methionine et glutathion chez les plantes et plantes obtenues 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 11 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D • EXPLOITATION: PC-DOS/MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POXJR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 984 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 31. ,972 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 1: 

GAGAGAGGAT CCTCTTTCCA ATCATAAACC ATG GCA ACA TGC ATA GAC ACA TGC 54 

Met Ala Thr Cys lie Asp Thr Cys 
1 5 

CGA ACC GGT AAT ACC CAA GAC GAT GAT TCC CGG TTC TGT TGC ATC AAG 102 
Arg Thr Gly Asn Thr Gin Asp Asp Asp Ser Arg Phe Cys Cys lie Lys 
10 15 20 

AAT TTC TTT CGA CCC GGT TTC TCT GTA AAC CGG AAG ATT CAC CAC ACC 150 
Asn Phe Phe Arg Pro Gly Phe Ser Val Asn Arg Lys lie His His Thr 
25 30 35 40 

CTVA ATC GAA GAT GAC GAT GAT GTC TGG ATC AAG ATG CTT GAA GAA GCC 198 
Gin lie Glu Asp Asp Asp Asp Val Trp lie Lys Met Leu Glu Glu Ala 
45 50 55 

AAA TCC GAT GTT AAA CAA GAA CCC ATT TTA TCA AAC TAC TAC TAG GCT 2 46 

Lys Ser Asp Val Lys Gin Glu Pro lie Leu Ser Asn Tyr Tyr Tyr Ala 
60 65 70 

TCG ATC ACA TCT CAT CGA TCT TTA GAG TCT GCT TTA GCT CAC ATC CTC 2 94 

Ser He Thr Ser His Arg Ser Leu Glu Ser Ala Leu Ala His He Leu 
75 80 85 

TCC GTA AAG CTC AGC AAT TTA AAC CTA CCA AGC AAC ACA CTC TTC GAA 342 
Ser Val Lys Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro Ser Asn Thr Leu Phe Glu 
90 95 100 



CTG TTC ATA AGC GTT TTA GAA GAA AGC CCT GAG ATC ATC GAA TCC ACG 390 
Leu Phe He Ser Val Leu Glu Glu Ser Pro Glu He He Glu Ser Thr 

110 115 120 

AAG CAA GAT CTT ATA GCA GTC AAA GAA AGA GAC CCA GCT TGT ATA AGC 439 
Lys Gin Asp Leu He Ala Val Lys Glu Arg Asp Pro Ala Cys He Ser 
125 130 135 

TAG GTT CAT TGC TTC TTG GGC TTC AAA GGC TTC CTC GCT TGT CAA GCT 4 8fi 

Tyr Val His Cys Phe Leu Gly Phe Lys Gly Phe Leu Ala Cys Gin Ala 
140 145 150 

CAT CGA ATA GCT CAT ACC CTC TGG AAA CAG AAC AGA AAA ATC GTA GCT 534 
His Arg He Ala His Thr Leu Trp Lys Gin Asn Arg Lys He Val TQa 
155 160 165 

TTA TTG ATC CAA AAC AGA GTA TCA GAA TCT TTC GCC GTC GAT ATT CAT 582 
Leu Leu He Gin Asn Arg Val Ser Glu Ser Phe Ala Val Asp He His 
I'^O 175 180 

CCC GGA GCG AAG ATC GGA AAA GGG ATT CTT TTA GAC CAT GCG ACG GGC 630 
Pro Gly Ala Lys He Gly Lys Gly He Leu Leu Asp His Ala Thr Gly 

150 195 200 

GTG GTG ATC GGA GAG ACG GCG GTG GTT GGA GAC AAT GTT TCG ATT CTA 6 78 

Val Val He Gly Glu Thr Ala \/al Val Gly Asp Asn Val Ser He Leu 
205 210 215 

CAC GGA GTG ACC TTG GGA GGA ACA GGG AAA CAG AGT GGT GAT CGG CAT 726 
Hxs Gly Val Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Gin Ser Gly Asp Arg His 
220 225 230 

CCG AAG ATT GGT GAT GGT GTG TTG ATT GGA GCT GGG AGT TGT ATA TTG 7 74 

Pro Lys He Gly Asp Gly Val Leu He Gly Ala Gly Ser Cys He Leu 
235 240 245 

GGG AAT ATA ACA ATC GGT GAG GGA GCT AAG ATT GGA TCA GGG TCG GTG 82 2 

Gly Asn He Thr He Gly Glu Gly Ala Lys He Gly Ser Gly Ser Val 
250 255 260 

GTG GTT AAG GAT GTG CCG GCG CGT ACG ACG GCG GTT GGA AAT CCG GCG 8 70 

Val Val Lys Asp Val Pro Ala Arg Thr Thr Ala Val Gly Asn Pro Ala 
265 270 275 280 

AGG TTG ATT GGT GGG AAA GAG AAT CCG AGA AAA CAT GAT AAG ATT CCT 918 
Arg Leu He Gly Gly Lys Glu Asn Pro Arg Lys His Asp Lys He Pro 
285 290 295 

TGT CTG ACT ATG GAC CAG ACA TCG TAT TTA ACC GAG TGG TCT GAT TAT 966 
Cys Leu Thr Met Asp Gin Thr Ser Tyr Leu Thr Glu Trp Ser Asp Tyr 
300 305 310 

GTG ATT TAACACAAAT GT qo>i 
Val He 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 974 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGXJRATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CtiE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 31. .966 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GAGAGAGGAT CCTCTTATCG CCGCGTTAAT ATG CCA CCG GCC GGA GAA CTC CGA 54 

Met Pro Pro Ala Gly Glu Leu Arg 
1 5 

CAT CAA TCT CCA TCA AAG GAG AAA CTA TCT TCC GTT ACC CAA TCC GAT 102 
His Gin Ser Pro Ser Lys Glu Lys Leu Ser Ser Val Thr Gin Ser Asp 
10 15 20 

GAA GCA GAA GCA GCG TCA GCA GCG ATA TCT GCG GCA GCT GCA GAT GCG 150 
Glu Ala Glu Ala Ala Ser Ala Ala lie Ser Ala Ala Ala Ala Asp Ala 
25 30 35 40 

GAA GCT GCC GGA TTA TGG ACA CAG ATC AAG GCG GAA GCT CGC CGT GAT 198 
Glu Ala Ala Gly Leu Trp Thr Gin lie Lys Ala Glu Ala Arg Arg Asp 
45 50 55 

GCT GAG GCG GAG CCA GCT TTA GCT AGC TAT CTA TAT TCG ACG ATT CTT 246 
Ala Glu Ala Glu Pro Ala Leu Ala Ser Tyr Leu Tyr Ser Thr lie Leu 
60 65 70 

TCT CAT TCG TCT CTT GAA CGA TCT ATC TCG TTT CAT CTA GGA AAC AAG 294 
Ser His Ser Ser Leu Glu Arg Ser lie Ser Phe His Leu Gly Asn Lys 
75 80 85 

CTT TGT TCC TCA ACG CTT TTA TCC ACA CTT TTA TAC GAT CTG TTC TTA 342 
Leu Cys Ser Ser Thr Leu Leu Ser Thr Leu Leu Tyr Asp Leu Phe Leu 
90 95 100 

AAC ACT TTT TCC TCC GAT CCT TCT CTT CGT AAC GCC ACC GTC GCA GAT 390 
Asn Thr Phe Ser Ser Asp Pro Ser Leu Arg Asn Ala Thr Val Ala Asp 
105 110 115 120 

CTA CGC GCT GCT CGT GTT CGT GAT CCT GCT TGT ATC TCG TTC TCT CAT 4 38 

Leu Arg Ala Ala Arg Val Arg Asp Pro Ala Cys lie Ser Phe Ser His 
125 130 135 

TGT CTC CTC AAT TAC AAA GGC TTC TTA GCT ATT CAG GCG CAT CGT GTA 4 86 

Cys Leu Leu Asn Tyr Lys Gly Phe Leu Ala lie Gin Ala His Arg Val 
140 145 150 

TCA CAC AAG CTA TGG ACA CAA TCA CGG AAG CCA TTA GCA TTA GCT CTA 534 
Ser His Lys Leu Trp Thr Gin Ser Arg Lys Pro Leu Ala Leu Ala Leu 
155 160 165 

CAC TCA AGA ATC TCC GAT GTA TTC GCT GTT GAT ATC CAT CCA GCA GCG 582 
His Ser Arg lie Ser Asp Val Phe Ala Val Asp lie His Pro Ala Ala 
170 175 180 

AAG ATC GGA AAA GGG ATA CTT CTA GAC CAC GCA ACC GGA GTT GTA GTC 630 
Lys lie Gly Lys Gly He Leu Leu Asp His Ala Thr Gly Val Val Val 
185 190 195 200 

GGA GAA ACA GCG GTG ATT GGG AAC AAT GTT TCA ATC CTT CAC CAT GTG 678 
Gly Glu Thr Ala Val He Gly Asn Asn Val Ser lie Leu His His Val 
205 210 215 

ACA CTA GGT GGA ACA GGT J^AA GCT TGT GGA GAT AGA CAT CCG AAG ATC 726 
Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Ala Cys Gly Asp Arg His Pro Lys He 
220 225 230 

GGT GAC GGT TGT TTG ATT GGA GCT GGA GCG ACT ATT CTT GGA AAT GTG 774 
Gly Asp Gly Cys Leu He Gly Ala Gly Ala Thr He Leu Gly Asn Val 
235 240 245 

AAG ATT GGT GCA GGT GCT AAA GTA GGA GCT GGT TCT GTT GTG CTG ATT 822 
Lys He Gly Ala Gly Ala Lys Val Gly Ala Gly Ser Val Val Leu He 
250 255 260 



GAC GTG CCT TGT CGA GGT ACT GCG GTT GGG AAT CCG GCG AGA CTT GTC 870 

Asp Val Pro Cys Arg Gly Thr Ala Val Gly Asn Pro Ala Arg Leu Val 
265 270 275 280 

GGA GGG AAA GAG AAG CCA ACG ATT CAT GAT GAG GAA TGT CCT GGA GAA 918 

Gly Gly Lys Glu Lys Pro Thr lie His Asp Glu Glu Cys Pro Gly Glu 
285 290 295 

TCG ATG GAT CAT ACT TCA TTC ATC TCG GAA TGG TCA GAT TAC ATC ATA 966 

Ser Met Asp His Thr Ser Phe lie Ser Glu Trp Ser Asp Tyr lie lie 

300 305 310 

TAAAGTTG 974 



(2) INFORMATIONS POtJR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 104 8 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B ) EMPLACEMENT : 3 1 . . 103 8 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

GAGAGAGGAT CCCCTCCTCC TCCTCCTCCT ATG GCT GCG TGC ATC GAC ACC TGC 54 

Met Ala Ala Cys lie Asp Thr Cys 
1 5 

CGC ACT GGT AAA CCC CAG ATT TCT CCT CGC GAT TCT TCT AAA CAC CAC 102 
Arg Thr Gly Lys Pro Gin lie Ser Pro Arg Asp Ser Ser Lys His His 
10 15 20 

GAC GAT GAA TCT GGC TTT CGT TAC ATG JKAC TAC TTC CGT TAT CCT GAT 150 
Asp Asp Glu Ser Gly Phe Arg Tyr Met Asn Tyr Phe Arg Tyr Pro Asp 
25 30 35 40 

CGA TCT TCC TTC AAT GGA ACC CAG ACC AAA ACC CTC CAT ACT CGT CCT 198 
Arg Ser Ser Phe Asn Gly Thr Gin Thr Lys Thr Leu His Thr Arg Pro 
45 50 55 

TTG CTT GAA GAT CTC GAT CGC GAC GCT GAA GTC GAT GAT GTT TGG GCC 246 
Leu Leu Glu Asp Leu Asp Arg Asp Ala Glu Val Asp Asp Val Trp Ala 
60 65 70 

AAA ATC CGA GAA GAG GCT AAA TCT GAT ATC GCC AAA GAA CCT ATT GTT 294 
Lys lie Arg Glu Glu Ala Lys Ser Asp lie Ala Lys Glu Pro lie Val 
75 80 85 

TCC GCT TAT TAT CAC GCT TCG ATT GTT TCT CAG CGT TCG TTG GAA GCT 342 
Ser Ala Tyr Tyr His Ala Ser lie Val Ser Gin Arg Ser Leu Glu Ala 
90 95 100 

GCG TTG GCG AAT ACT TTA TCT GTT AAA CTC AGC AAT TTG AAT CTT CCA 390 
Ala Leu Ala Asn Thr Leu Ser Val Lys Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro 
105 110 115 120 

AGC AAC ACG CTT TTC GAT TTG TTC TCT GGT GTT . CTT CAA GGA AAC CCA 438 
Ser Asn Thr Leu Phe Asp Leu Phe Ser Gly Val Leu Gin Gly Asn Pro 
125 130 135 

GAT ATT GTT GAA TCT GTC AAG CTA GAT CTT TTA GCT GTT AAG GAG AGA 486 
Asp lie Val Glu Ser Val Lys Leu Asp Leu Leu Ala Val Lys Glu Arg 
140 145 150 



GAT CCT GCT TGT ATA AGC TAG GTT CAT TGT TTC CTT CAC TTT AAA GGC 534 
ASP Pro Ala Cys lie Ser Tyr Val His Cys Phe Leu His Phe Lys Gly 
155 160 165 

TTC CTC GCT TGT CAA GOG CAT CGT ATT GCT CAT GAG CTT TGG ACT CAG 58 2 

Phe Leu Ala Cys Gin Ala His Arg He Ala His Glu Leu Trp Thr Gin 
170 175 180 

GAC AGA AAA ATC CTA GCT TTG TTG ATC CAG AAC AGA GTC TCT GAA GCC 63 0 

Asp Arg Lys He Leu Ala Leu Leu He Gin Asn Arg Val Ser Glu Ala 
185 190 195 200 

TTC GCT GTT GAT TTC CAC CCT GGA GCT AAA ATC GGT ACC GGG ATT TTG 678 
Phe Ala Val Asp Phe His Pro Gly Ala Lys He Gly Thr Gly He Leu 
205 210 215 

CTA GAC CAT GCT ACG GCT ATT GTG ATC GGT GAG ACG GCG GTT GTG GGG 726 
Leu Asp His Ala Thr Ala He Val He Gly Glu Thr Ala Val Val Gly 
220 225 230 

AAC AAT GTT TCG ATT CTC CAT AAC GTT ACG CTT GGA GGA ACG GGG AAA 774 
Asn Asn Val Ser He Leu His Asn Val Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys 
235 240 245 

CAG TGT GGA GAT AGG CAC CCG AAG ATT GGC GAT GGG GTT TTG ATT GGA 822 
Gin Cys Gly Asp Arg His Pro Lys He Gly Asp Gly Val Leu He Gly 
250 255 260 

GCT GGG ACT TGT ATT TTG GGG AAT ATC ACG ATT GGT GAA GGA GCT AAG 8 70 

Ala Gly Thr Cys He Leu Gly Asn He Thr He Gly Glu Gly Ala Lys 
265 270 275 280 

ATT GGT GCG GGG TCG GTG GTG TTG AAA GAC GTG CCG CCG CGT ACG ACG 918 
He Glv Ala Gly Ser Val Val Leu Lys Asp Val Pro Pro Arg Thr Thr 
285 290 295 

GCT GTT GGA AAT CCG GCG AGG TTG CTT GGT GGT AAA GAT AAT CCG AAA 966 
Ala Val Gly Asn Pro Ala Arg Leu Leu Gly Gly Lys Asp Asn Pro Lys 
300 305 310 

ACG CAT GAC AAG ATT CCT GGT TTG ACT ATG GAC CAG ACG TCG CAT ATA 1014 
Thr His Asp Lys He Pro Gly Leu Thr Met Asp Gin Thr Ser His He 
315 320 325 

TCC GAG TGG TCG GAT TAT GTA ATT TGAAAAAGTC ^0^^ 
Ser Glu Trp Ser Asp Tyr Val He 
330 335 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1213 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT; 31. .1203 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



54 



102 



15.0 



198 



CAC TTC ACA ATG TCC CTA TAT ATG CTC CGT TCA TCT TCT CCA CAC ATC 
His Phe Thr Met Ser Leu Tyr Met Leu Arg Ser Ser Ser Pro His lie 
10 15 20 

AAT CAT CAC TCT TTC CTT CTT CCT TCT TTT GTT TCC TCC AAA TTC AAA 
Asn His His Ser Phe Leu Leu Pro Ser Phe Val Ser Ser Lys Phe Lvs 
25 30 35 40 

CAC CAT ACT TTA TCT CCT CCT CCT TCT CCT CCT CCT CCT CCT CCT ATG 
His His Thr Leu Ser Pro Pro Pro Ser Pro Pro Pro Pro Pro Pro Met 
45 50 55 

OCT GCG TGC ATC GAC ACC TGC CGC ACT GGT AAA CCC CAG ATT TCT CCT 246 
Ala Ala Cys He Asp Thr Cys Arg Thr Gly Lys Pro Gin He Ser Pro 
60 65 70 

CGC . GAT TCT TCT AAA CAC CAC GAC GAT GAA TCT GGC TTT CGT TAC ATG 294 
Arg Asp Ser Ser Lys His His Asp Asp Glu Ser Gly Phe Arg Tyr Met 
75 80 85 

AAC TAC TTC CGT TAT CCT GAT CGA TCT TCC TTC AAT GGA ACC CAG ACC 342 
Asn Tyr Phe Arg Tyr Pro Asp TVrg Ser Ser Phe Asn Gly Thr Gin Thr 
90 95 100 

AAA ACC CTC CAT ACT CGT CCT TTG CTT GAA GAT CTC GAT CGC GAC GCT 390 
Lys Thr Leu His Thr Arg Pro Leu Leu Glu Asp Leu Asp Arg Asp Ala 
105 110 lis 120 

GAA GTC GAT GAT GTT TGG GCC AAA ATC CGA GAA GAG GCT AAA TCT GAT 438 
Glu Val Asp Asp Val Trp Ala Lys He Arg Glu Glu Ala Lys Ser Asp 
125 130 135 

ATC GCC AAA GAA CCT ATT GTT TCC GCT TAT TAT CAC GCT TCG ATT GTT 486 
He Ala Lys Glu Pro He Val Ser Ala Tyr Tyr His Ala Ser He Val 
140 145 150 

TCT CAG CGT TCG TTG GAA GCT GCG TTG GCG AAT ACT TTA TCT GTT AAA 534 
Ser Gin Arg Ser Leu Glu Ala Ala Leu Ala Asn Thr Leu Ser Val Lys 
155 160 165 

CTC AGC AAT TTG AAT CTT CCA AGC AAC ACG CTT TTC GAT TTG TTC TCT 582 
Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro Ser Asn Thr Leu Phe Asp Leu Phe Ser 
170 175 180 

GGT GTT CTT CAA GGA AAC CCA GAT ATT GTT GAA TCT GTC AAG CTA GAT 630 
Gly Val Leu Gin Gly Asn Pro Asp He Val Glu Ser Val Lys Leu Asp 
185 190 195 200 

CTT TTA GCT GTT AAG GAG AGA GAT CCT GCT TGT ATA AGC TAC GTT CAT 678 
Leu Leu Ala Val Lys Glu Arg Asp Pro Ala Cys He Ser Tyr Val His 
205 210 215 

TGT TTC CTT CAC TTT AAA GGC TTC CTC GCT TGT CAA GCG CAT CGT ATT 726 
Cys Phe Leu His Phe Lys Gly Phe Leu Ala Cys Gin Ala His Arg He 
220 225 230 

GCT CAT GAG CTT TGG ACT CAG GAC AGA AAA ATC CTA GCT TTG TTG ATC 774 
Ala His Glu Leu Trp Thr Gin Asp Arg Lys He Leu Ala Leu Leu He 
235 240 245 

CAG AAC AGA GTC TCT GAA GCC TTC GCT GTT GAT TTC CAC CCT GGA GCT 822 
Gin Asn Arg Val Ser Glu Ala Phe Ala Val Asp Phe His Pro Gly Ala 
250 255 260 

AAA ATC GGT ACC GGG ATT TTG CTA GAC CAT GCT ACG GCT ATT GTG ATC 870 
Lys He Gly Thr Gly He Leu Leu Asp His Ala Thr Ala He Val He 
265 270 275 280 



GGT GAG ACG GCG GTT GTG GGG AAC AAT GTT TCG ATT CTC CAT AAC GTT 918 
Gly Glu Thr Ala Val Val Gly Asn Asn Val Ser lie Leu His Asn Val 
285 290 295 

ACG CTT GGA GGA ACG GGG AAA CAG TGT GGA GAT AGG CAC CCG AAG ATT 966 
Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Gin Cys Gly Asp Arg His Pro Lys He 
300 305 310 

GGC GAT GGG GTT TTG ATT GGA GCT GGG ACT TGT ATT TTG GGG AAT ATC 1014 
Gly Asp Gly Val Leu He Gly Ala Gly Thr Cys He Leu Gly Asn He 
315 320 325 

ACG ATT GGT GAA GGA GCT AAG ATT GGT GCG GGG TCG GTG GTG TTG AAA 1062 
Thr He Gly Glu Gly Ala Lys He Gly Ala Gly Ser Val Val Leu Lys 
330 335 340 

GAC GTG CCG CCG CGT ACG ACG GCT GTT GGA AAT CCG GCG AGG TTG CTT 1110 
Asp Val Pro Pro Arg Thr Thr Ala Val Gly Asn Pro Ala Arg Leu Leu 
345 350 355 360 

GGT GGT AAA GAT AAT CCG AAA ACG CAT GAC AAG ATT CCT GGT TTG ACT 1158 
Gly Gly Lys Asp Asn Pro Lys Thr His Asp Lys He Pro Gly Leu Thr 
365 370 375 

ATG GAC CAG ACG TCG CAT ATA TCC GAG TGG TCG GAT TAT GTA ATT 1203 
Met Asp Gin Thr Ser His He Ser Glu Trp Ser Asp Tyr Val He 
380 385 390 

TGAAAAAGTC 1213 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQXJENCE : 

(A) LONGXJEUR: 54 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 1 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GAGAGAGGAT CCTCTTTCCA ATCATAAACC ATGGCAACAT GCATAGACAC ATGC 54 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQXJENCE: 

(A) LONGUEUR: 46 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 2 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

GGCTCACCAG ACTAATACAC TAAATTGTGT TTACCTCGAG AGAGAG 46 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 



(A) LONGUEUR: 51 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix ) CARACTER 1ST IQUE : 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 3 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 7: 

GAGAGAGGAT CCTCTTATCG CCGCGTTAAT ATGCCACCGG CCGGAGAACTC C 51 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( i X ) CARACTERI S T IQUE : 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 4 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

GAGCCTTACC AGTCTAATGT AGTATATTTC AACCTCGAGA GAGAG 45 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 53 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERI ST IQUE : 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 9: 

GAGAGAGGAT CCCCTCCTCC TCCTCCTCCT ATGGCTGCGT GCATCGACAC CTG 53 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 6 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

GCTCACCAGC CTAATACATT AAACTTTTTC AGCTCGAGAG AGAG 44 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 53 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 7 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
GAGAGAGGAT CCGGCCGAGA AAAAAAAAAA ATGTTGCCGG TCACAAGTCG CCG 53 
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ou de preference des cellules vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon Tinvention toute cellule issue 
d'une plante et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus 
differencies tels que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 
5 On entend par "plante" selon Tinvention, tout organisme multicellulaire 

differencie capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, 
plus particulierement des plantes de culture destinees ou non a Talimentation animale ou 
humaine, comme le mai's, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 
tabac, le coton, etc. 

10 Les elements de regulation necessaires a Texpression de la sequence d'acide 

nucleique codant pour une proteine de fusion selon Tinvention sont bien connus de 
rhomme du metier en fonction de Torganisme bote. lis comprennent notamiment des 
sequences promotrices, des activateurs de transcription, des sequences terminatrices, y 
compris des codons start et stop. Les moyens et methodes pour identifier et s^lectiormer 

15 les elements de regulation sont bien connus de Thomme du metier et largement decrits 
dans la litterature. 

L'invention conceme plus particulierement la transformation des plantes. 
Comme sequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute 
sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier 

20 un promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, conmie par example 
des promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou vegetale ou encore des 
promoteurs dits limiiere dependants comme celui d'un gene de la petite sous-imite de 
ribulose- biscarboxylase/oxyg^nase (RuBisCO) de plante ou tout promoteur convenable 
connu pouvant etre utilise. Parmi les promoteurs d'origine vegetale on citera les 

25 promoters d*histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le promoteur 
d'actine de riz (US 5,641,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de plante, on 
citera celui de la mosai'que du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur du 
circovirus (AU 689 311). 

On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice specifique de 

30 regions ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteurs 
specifiques des graines ([22] Datla, R.& al.. Biotechnology Ann. Rev. (1997) 3, 269- 
296), notamment les promoteurs de la napine (EP 255 378), de la phaseoline, de la 
glutenine, de la zeine, de I'heliantinine (WO 92/17580), de I'albumine (WO 98/45460), 
de Toelosine (WO 98/45461), de TATSl ou de rATS3 (PCT/US98/06978, deposee le 

35 20 octobre 1998, incorporee ici par reference). 

Selon rinvention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le 
promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription 
("enhancer"), comme par exemple Tactivateur de translation du virus de la mosaique du 
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Figure 1 : Effet de la cysteine sur les activites serine acetyltransferase de pots (Pisum 

sativum). 




Figure 2: Procedure de clonage de I'OTP/Serine acetyltransferase SAT3 ou SAT dans le 

vecteur pBI121. 




re 3: Procedure de clonage de la Serine acetyltransferase SATl dans le vecteur 

pBI121, 
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Figure 4: Sequence nucleotidique et peptidique du gene de Tisoforme SAT 3 (L34076) 

dM. thaliana 
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Figure 5: Sequence nucleotidique et peptidique du gene de I'isoforme SAT3' (U30298) 

d^A. thaliana 
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gagaga2£atcocctcctcctcctcctcct 

" " T_ G K P Q I IS 

45 



ATG GCT G^G TGC ATC G^C A^C tSc CGC ACT GGT CCC CAG A^T 



TCT CCT CGC GAT TCT TCT A7VA cXc CAC GAC GAT GAA TCT GGC TTT 9o'° 
CGT TAG ATG AAC TAG TTC CGT TAT CCT GAT CGA TCT TCC TTC AAT 
GGA ACC CAG ACC AAA ACC C^C CAT ACT CGT OCT TTC CTT gIa GAT 

CTC GAT CGC GAC GCT GAA GTC GAT GAT GTT TGG GCC AAA ATC CGA 22S 



N 45 
135 

60 
180 



GAA GAG GCT AAA TCT GAT A^C GCC aL G^ OCT A^T G^T TCC gSt 



225 

90 
270 

TAT TAT CAC GCT TCG ATT GTT TCT CAG CGT TCG T^G gL gJt GCG Sis""^ 
TTG GCG AAT ACT TTA TCT G^T aL CTC AGC A^T T^G A^T CTT cSa 



AGC AAC ACG CTT TTC GAT TTG TTC TCT GGT GTT CTT cL GGA AAC 

^^^-'-VESVKLDLLAVK' 
CCA GAT ATT GTT GAA TCT GTC AAG CTA GAT CTT TTA GCT GTT AAG 



120 
360 

N 135 
405 

K 150 



CTT TGG ACT CAG GAC AGA AAA ATC CTA GCT TTG TTG ATC CAG AAC 



GTT ACG CTT GGA GGA ACG GGG AAA CAG TGT GGA GAT AGG CAC CCG 



450 



GAG AGA GAT CCT GCT TGT ATA AGC TAC GTT CAT TGT TTC CTT CAC 



V 

K G F- 'l *A^ T T T T T T T ''f«n 

TTT AAA GGC TTC CTC GCT TGT CAA GCG CAT CGT ATT gHt cJt gIg 540 

N 195 



585 



AGA GTC TCT GAA GCC TTC GCT GTT GAT TTC CAC CCT GGA GCT AAA 630 



K 210 
\AA 

ATC GGT ACC GGG ATT TTG CTA GAC cKt GCT ACG GCT ATT G^G ATC 

^^TAVVGNNVSI LHN 
GGT GAG ACG GCG GTT GTG GGG AAC AAT GTT TCG ATT CTC CAT AAC 
" " " K 



225 
675 

240 
720 

255 
765 

AAG ATT GGC GAT GGG GTT TTG ATT GGA GCT GGG ACT TGT A^T TTC 81o'^ 

GGG AAT ATC ACG ATT GGT GAA GGA GCT A^G A^T GGT GCG GGG TCG Ssf ^ 
VVLKDVPPRTTAVrM 

GTG GTG TTG AAA GAC GTG CCG CCG CGT ACG ACG GCT GTT GGA AAT 900°^ 

fARLLGGKDNPKTHn X-,r: 

CCG GCG AGG TTG CTT GGT GGT AAA GAT AAT CCG AAA ACG CAT GAC 945" 

^^^TMDQTSHISR ^-,r. 

AAG ATT CCT GGT TTG ACT ATG GAC CAG ACG TCG CAT ATA t5c GAG 990 

TGG TCG GAT TAT GTA ATT TGA aaaagtc ^ Tnii^ 

acc age eta ata cat taa act ttttca gctcqaq agaaaq 

Sac 1 



Figure 6: Sequence nucleotidique et peptidique d'un gtoe de I'isoforme SAT 1 (L78443) 

d'A. thaliana. 
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BamHl 
gaqaqa qqatcc 

MLPVTSRRHF 10 

qqccqagaa aaaaaaaaa ATG TTG CCG GTC ACA AGT CGC CGC CAC TTC 30 

T MSLYMLRSSSPHIN 25 

ACA ATG TCC CTA TAT ATG CTC CGT TCA TCT TCT CCA CAC ATC AAT 75 

HHSFLLPSFVSSKFK 40 

CAT CAC TCT TTC CTT CTT CCT TCT TTT GTT TCC TCC AAA TTC AAA 120 

HHTLSPPPSPPPPPP 55 

CAC CAT ACT TTA TCT CCT CCT CCT TCT CCT CCT CCT CCT CCT CCT 165 

MAACIDTCRTGKPQI 70 

ATG GCT GCG TGC ATC GAC ACC TGC CGC ACT GGT AAA CCC CAG ATT 210 

SPRDSSKHHDDESGF 85 

TCT CCT CGC GAT TCT TCT AAA CAC CAC GAC GAT GAA TCT GGC TTT 255 

RYMNYFRYPDRSSFN 100 

CGT TAC ATG AAC TAC TTC CGT TAT CCT GAT CGA TCT TCC TTC AAT 300 

GTQTKTLHTRPLLED 115 

GGA ACC CAG ACC AAA ACC CTC CAT ACT CGT CCT TTG CTT GAA GAT 345 

LDRDAEVDDVWAKI R 130 

CTC GAT CGC GAC GCT GAA GTC GAT GAT GTT TGG GCC AAA ATC CGA 390 

EEAKSDIAKEPIVSA 145 

GAA GAG GCT AAA TCT GAT ATC GCC AAA GAA CCT ATT GTT TCC GCT 4 35 

YYHASIVSQRSLEAA 160 

TAT TAT CAC GCT TCG ATT GTT TCT CAG CGT TCG TTG GAA GCT GCG ^^P^e 

LANTLSV^KLSNLN L P 175 

TTG GCG AAT ACT TTA TCT GTT AAA CTC AGC AAT TTG AAT CTT CCA 525 

SNTLFDLFSGVLQGN 190 

AGC AAC ACG CTT TTC GAT TTG TTC TCT GGT GTT CTT CAA GGA AAC 570 

PDIVESVKLDLLAVK 205 

CCA GAT ATT GTT GAA TCT GTC AAG CTA GAT CTT TTA GCT GTT AAG 615 

ERDPACISYVHCFLH 220 

GAG AGA GAT CCT GCT TGT ATA AGC TAC GTT CAT TGT TTC CTT CAC 660 

FKGFLACQAHRIAHE 235 

TTT AAA GGC TTC CTC GCT TGT CAA GCG CAT CGT ATT GCT CAT GAG '°Hc« 

LWTQDRKILALLIQN 250 

CTT TGG ACT CAG GAC AGA AAA ATC CTA GCT TTG TTG ATC CAG AAC 750 

RVSEAFAVDFHPGAK 265 

AGA GTC TCT GAA GCC TTC GCT GTT GAT TTC CAC CCT GGA GCT AAA 795 

IGTGILLDHATAIVI 280 

ATC GGT ACC GGG ATT TTG CTA GAC CAT GCT ACG GCT ATT GTG ATC 840 

GETAVVGNNVSILHN ooc 

GGT GAG ACG GCG GTT GTG GGG AAC AAT GTT TCG ATT CTC CAT AAC 885 

VTLGGTGKQCGDRHP 310 
GTT ACG CTT GGA GGA ACG GGG AAA CAG TGT GGA GAT AGG CAC CCG 

KIGDGVLIGAGTCI L 

AAG ATT GGC GAT GGG GTT TTG ATT GGA GCT GGG ACT TGT ATT TTG 975 

GNITIGEGAKIGAGS 340 

GGG AAT ATC ACG ATT GGT GAA GGA GCT AAG ATT GGT GCG GGG TCG 1020 

VVLKDVPPRTTAVGN 355 

GTG GTG TTG AAA GAC GTG CCG CCG CGT ACG ACG GCT GTT GGA AAT 1065 

PARLLGGKDNPKTHD 370 

CCG GCG AGG TTG CTT GGT GGT AAA GAT AAT CCG AAA ACG CAT GAC 1110 

KIPGLTMDQTSHISE 385 

AAG ATT CCT GGT TTG ACT ATG GAC CAG ACG TCG CAT ATA TCC GAG 1155 

W S D Y V I g etc 391 

TGG TCG GAT TAT GTA ATT TGA aaaagtc li/o 

acc age eta ata cat taa act ttttca qctcgaga gagag 

Sac 1 

Fieure 7 : Sequence nucleotidique et peptidique d'un gene de risoforme SAT 1 (U 

22964) d'A. thaliana 



